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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　直径５００ｎｍ未満の範囲のヒト血清アルブミン系ナノ粒子と、
　治療上有効量のテトラピロール系の疎水性光増感剤と、
　安定化剤と、
　を含み、
　前記光増感剤は、
　式Ａのクロリン又はバクテリオクロリン誘導体であって、
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【化１】

　ここで、
　Ｒ１は、ＨまたはＯＨであって、
　Ｒ２からＲ５は、‐ＯＨ、‐ＣＯＯＨ、‐ＮＨ２、‐ＣＯＯＸ、‐ＮＨＸ、ＯＸ、‐Ｎ
Ｈ‐Ｙ‐ＣＯＯＨまたは‐ＣＯ‐Ｙ‐ＮＨ２からなる置換基の群から互いに独立して選択
され、フェニル環のメタ‐、パラ‐位のいずれかにおける置換基であって、
　このとき、
　Ｘは、ｎ＝１‐３０の（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎＣＨ３を有するポリエチレングリコール残
基あるいは炭水化物基であって、
　Ｙは、ｎ＝１‐３０のペプチドまたはオリゴペプチドであって、
　環Ｄは、次の構造を有し、

【化２】

　前記安定化剤は、
　グルタルアルデヒド、ホルムアルデヒドおよびこれらの組み合わせを含む標準的な安定
剤の群から選択され、
　前記光増感剤は、
　溶解したＨＳＡの存在下における粒子表面への吸着結合、もしくは封入結合、またはこ
れらの組み合わせのいずれかによって付加されている、
　光力学的療法における使用のためのナノ粒子医薬製剤。
【請求項２】
　前記光増感剤の治療上有効な濃度は、
　ＨＳＡナノ粒子ｍｇあたり１０から５０μｇで可変であって、水懸濁液において５‐２
５ｍｇ／ｍｌの粒子量に相当する、
　ことを特徴とする請求項１に記載の光力学的療法における使用のためのナノ粒子医薬製
剤。
【請求項３】
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　前記光増感剤は、
　テモポルフィン（ｍＴＨＰＣ）、および２，３‐ジヒドロキシ‐５，１０，１５，２０
‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（ｍＴＨＰＤ‐ＯＨ）からなる群か
ら選択される、
　ことを特徴とする請求項１または２に記載の光力学的療法における使用のためのナノ粒
子医薬製剤。
【請求項４】
　静脈注射を含む非経口手段によって投与される、
　ことを特徴とする請求項１ないし３のいずれか一項に記載の光力学的療法における使用
のためのナノ粒子医薬製剤。
【請求項５】
　ａ．塩化ナトリウムを含むヒト血清アルブミン水溶液のタンパク質を脱溶媒和し、ｐＨ
を調整するステップと、
　ｂ．ろ過器を通して前記溶液をろ過するステップと、
　ｃ．得られたナノ粒子を安定化させ、精製するステップと、
　ｄ．粒子表面への吸着結合、封入結合およびこれらの組み合わせによって光増感剤を付
加するステップと、
　を含み、
　あらかじめ形成された粒子への前記光増感剤の付加は、溶解したＨＳＡの存在下で行わ
れ、封入結合を介した前記光増感剤の付加は、脱溶媒和剤としてポリエチレングリコール
を使用したＨＳＡの脱溶媒和によって行われる、
　請求項１ないし４のいずれか一項に記載のナノ粒子医薬製剤の無菌条件下での調製方法
。
【請求項６】
　前記タンパク質の脱溶媒和のステップは、
　エタノール、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの組み合わせの群
から選択される親水性の有機溶媒の調節された添加を含む、
　ことを特徴とする請求項５に記載の調製方法。
【請求項７】
　ａ．塩化ナトリウムを含むヒト血清アルブミン水溶液のタンパク質を脱溶媒和し、ｐＨ
を調整するステップと、
　ｂ．ろ過器を通して前記溶液をろ過するステップと、
　ｃ．得られたナノ粒子を安定化させ、精製するステップと、
　ｄ．粒子表面への吸着結合、封入結合およびこれらの組み合わせによって光増感剤を付
加するステップと、
　を含み、
　前記タンパク質の脱溶媒和のステップは、
　濃縮されたポリエチレングリコール溶液の添加を含む、
　ナノ粒子医薬製剤の無菌条件下での調製方法。
【請求項８】
　前記安定化するステップは、
　少なくとも１つの熱処理、および少なくとも１つの安定化剤を用いる、
　ことを特徴とする請求項５または７に記載の調製方法。
【請求項９】
　光力学的療法における使用のための請求項１ないし４のいずれか一項に記載のナノ粒子
医薬製剤。
【請求項１０】
　腫瘍、腫瘍性疾患および関連する疾患に対する光力学的療法における使用のための請求
項１ないし４のいずれか一項に記載のナノ粒子医薬製剤。
【請求項１１】
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　皮膚疾患、眼科疾患および泌尿器疾患および関連する疾患に対する光力学的療法におけ
る使用のための請求項１ないし４のいずれか一項に記載のナノ粒子医薬製剤。
【請求項１２】
　関節炎、細菌に感染した組織の類似する炎症疾患および関連する疾患に対する光力学的
療法における使用のための請求項１ないし４のいずれか一項に記載のナノ粒子医薬製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、疎水性の光増感剤の医薬製剤に関する。特に、当該発明は、疎水性の光増感
剤を含むナノ粒子製剤、それらの調剤方法、および不要な細胞または組織の破壊のための
光力学的療法におけるそれらの使用に関連し、さらに具体的には、静脈投与を用いた腫瘍
の光力学的療法のためのものに関する。
【背景技術】
【０００２】
　光力学的療法（ＰＤＴ）は、最も有望な新しい技術の１つであり、様々な医療用途で使
用されるために現在検討されている、具体的には腫瘍を破壊するための処置としてよく認
識されている。光力学的療法は、所望する医学的効果を達成するよう光および光増感剤（
染料）を使用する。多数の天然の染料および合成された染料が、光力学的療法のための見
込みのある光増感剤として評価されてきた。特に、最も広く研究されている光増感剤の種
類は、大環状テトラピロール化合物である。これらの中でも特にポルフィリンおよびクロ
リンは、ＰＤＴにおける効果について調べられた。
【０００３】
　ポルフィリンは、ピロールと結合している１つの炭素原子の架橋を有する大環状化合物
であって、特徴的なテトラピロール環構造を形成する。ポルフィリン誘導体には、多くの
異なる種類があり、ジヒドロピロール基を有するものが含まれる。クロリンおよびバクテ
リオクロリンはポルフィリン誘導体であり、それぞれ１つのジヒドロピロール基または２
つのジヒドロピロール基を含んでいる。
【０００４】
　クロリンは、電磁スペクトルの赤外および近赤外領域において、その吸収スペクトルを
有する。ＰＤＴが腫瘍療法に適用される場合、長波長の光は深い組織の中へ入り込むので
、より広く深い腫瘍の治療が可能となる。クロリンは、天然物と全合成のいずれからでも
得ることができる。
【０００５】
　天然化合物由来のクロリンは、クロロフィルまたはバクテリオクロロフィルの誘導体と
して得られる。全合成によるクロリンおよびバクテリオクロリンの調製方法では、一般的
にポリフィリンが使用され、その後クロリンまたはバクテリオクロリン系に変換される。
この変換工程は、例えば、ｉｎ　ｓｉｔｕで生じたジイミンの還元によって、または、そ
れぞれジヒドロもしくはジヒドロキシ置換クロリン、あるいはバクテリオクロリンとなる
ジヒドロキシル化によって行われる。
【０００６】
　Ｒａｙｍｏｎｄ　Ｂｏｎｎｅｔｔらは、特許文献１においてポルフィリンに相当するも
のの還元による光増感剤の調製方法を開示している。テモポルフィン（化学名：（ｍ‐テ
トラヒドロキシフェニル‐クロリン））の全合成が開示されている。テモポルフィン（Ｆ
ｏｓｃａｎ（登録商標））は、頭部および首の癌のＰＤＴ治療における光増感剤としてヨ
ーロッパで使用され成功している。同様に、Ｄａｖｉｄ　Ｄｏｌｐｈｉｎらによる特許文
献２およびＪｉｌｌ　Ｍａｃｌｐｉｎｅらによる特許文献３においても、改良された特性
を有する新規な光増感剤を調製する還元方法が示されている。
【０００７】
　ポルフィリンは、ＰＤＴのための光増感剤として、またはピロールおよびアルデヒドを
縮合反応させることによるクロリンの合成のための前駆体として、いずれでも直接的に使
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用される。この縮合の適切な方法は、当技術分野において古くから知られている。
【０００８】
　様々な疾患の治療のためのＰＤＴの適用は、光増感剤（ＰＳ）の固有の特性によって限
定される。これらには、高い費用、ホスト生体内での広範囲の残留、皮膚におけるかなり
の光毒性、血管内投与での実用性を減少させ、血栓塞栓性障害を惹起する生理溶液での低
い溶解度、および標的に対する有効性の低下が含まれる。これらの不利な点、特にこれま
での当該技術分野におけるＰＳに関しては、かなりの高濃度の光増感剤の投与につながり
、これは正常組織における光増感剤の蓄積の可能性、およびこれに伴う正常部位への影響
の危険性を大いに増加させる。
【０００９】
　費用の減少および付随する毒性の減少について努力されてきたが、これらは本発明の開
発には関連しない。生理溶液における溶解度、皮膚における光毒性の影響、ホスト生体内
での残留、および標的に対する狭い範囲の有効性についての研究が本発明の領域であって
、本発明は、様々な新生組織形成、過形成および関連する疾患を治療するためのＰＤＴの
使用における、新規かつ自明でない改良されたものを提供する。
【００１０】
　腫瘍の光力学的療法において好適に使用される物質のほとんどは、脂溶性物質であり、
これは適切な方法で形成されるうえで特有の低い水溶性が必要とされるためである。この
ため、テトラピロールをベースにする光増感剤の新規な製剤には、体内におけるこれらの
取り込みとバイオアベイラビリティの向上が特に求められている。
【００１１】
　ナノ粒子は脂溶性の医薬物質のためのキャリアとして集中的に研究されている（非特許
文献１および２参照）。ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）をベースにした抗癌剤パクリタキ
セルのナノ粒子製剤は、欧州および米国において規制当局によって認可された。
【００１２】
　特許文献４において、Ａｎａｎｄ　Ｂｕｒｍａｎらは、共重合体ミセルのナノ粒子内に
封入されたパクリタキセル抗癌剤、ならびにその誘導体および類似体の医薬製剤の調製方
法について開示している。当該ナノ粒子は、重合法によって形成されているが、重合反応
をベースにするほとんどの方法は、大量の有機溶媒または界面活性剤のような安全ではな
い安定剤の使用が必要であり、毒性の副作用をもたらす。
【００１３】
　先行技術では、高分子、他の治療因子および生物医学用途に用いられる診断薬のカプセ
ル封入／取り込み／吸着にナノ粒子は用いられる。ナノ粒子のほとんどは、ポリマー状の
物質から調製され、かつその調製では、大量の有機溶媒や毒性のある界面活性剤を使用し
、これらは、患者での副作用の可能性を全て回避するために完全に除去されなければなら
ない。一部のナノ粒子組成物における問題の１つは、結晶性薬剤粒子成分の可溶化とそれ
に続く再結晶である。ナノ粒子活性因子調製物における結晶の成長と凝集は、かなり好ま
しくない。ナノ粒子活性因子組成物内に大きい結晶があると、好ましくない副作用を引き
起こし、それは、特に該調製物が注射製剤の場合である。また、粒子の凝集および再結晶
によって形成された大きい粒子は、血流を阻害し、肺塞栓および死を引き起こす。
【００１４】
　一般に、ナノ粒子は１０ｎｍから１０００ｎｍの範囲のサイズの固形のコロイド状の粒
子であって、ある薬剤輸送システムで用いられる。ナノ粒子は、活性本体が溶解され、取
り込まれるかカプセル封入される、および／または活性本体が吸収され、あるいは付着す
る高分子物質から構成される。多くの異なる種類のナノ粒子、例えば、量子ドット、シリ
カをベースにするナノ粒子、光結晶、リポソーム、天然物や合成物に由来する種々のポリ
マーをベースにするナノ粒子および金属をベースにするナノ粒子が研究されている。ナノ
粒子は、その形状および組成の両方において多様である。
【００１５】
　最も興味深い光増感剤のキャリアシステムは、生体適合性物質から構成されるナノ粒子
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である。当該キャリアシステムは、光力学的療法の治療レジメンを大幅に改良した。この
ような高い生体適合性を有する既知のキャリアシステムは、例えば、ヒト血清アルブミン
（ＨＳＡ）である。ＨＳＡはナノ粒子の製剤化に好適であった（非特許文献３を参照）。
【００１６】
　当技術分野で既知の、水に溶けない薬理学的な活性因子のためのキャリアとしてのタン
パク質系ナノ粒子の例は少ない。
【００１７】
　特許文献５において、Ｄｅｓａｉらは、タンパク質で被覆された粒子の懸濁液の状態で
疎水性の抗癌剤パクリタキセルの輸送に係る組成物と方法とを開示している。それは、薬
剤輸送のための直径２００ｎｍ未満のサイズのタンパク質をベースにするナノ粒子を開示
し、それらは、無菌フィルター処理されている。ナノ粒子のサイズが小さいほど、保存の
間により凝集しやすい。この既知の技術は、タンパク質で被覆され、懸濁された薬剤粒子
を開示し、それは安定化剤として機能するが、上記特許は、本発明に関連しない。
【００１８】
　臨床業務における非経口投与のためのナノ粒子製剤の適用では、薬局方の仕様が保証さ
れるように無菌の製剤が求められる。また、臨床適用では、製剤が凍結乾燥でき、後から
水媒体で再構成できる製剤が望ましい。ＨＳＡを含有するナノ粒子の光増感剤製剤の無菌
化は、ナノ粒子本体の物質の不安定性に加えて光増感剤の不安定性のために困難である。
従来の無菌化の方法（オートクレーブ、エチレンオキシドの使用、ガンマ線照射）は、本
発明に係る光増感剤製剤と両立しない（非特許文献４および５を参照）。
【００１９】
　Ｅｒｉｃ　Ａｌｌｅｍａｎｎらは、特許文献６において、ポリエステルポリマーを含み
架橋可能なナノ粒子を用いた光増感剤の非経口および局所投与に係る組成物と方法とを開
示している。また、それは当該ナノ粒子の調製と使用を開示する。当該ナノ粒子はろ過方
法を用いて無菌化される。それでもこの方法はその欠点を有しており、一般には本発明の
対象であるナノ粒子と両立しない。無菌化ろ過のための細孔のサイズは、通常０．２２μ
ｍ未満であって（≧２２０ｎｍ）、一方本発明のナノ粒子は、基本的に全体のサイズが１
００から５００ｎｍの間の範囲で存在する。このため、無菌化ろ過は、その欠点を有し、
一般には本発明の対象であるナノ粒子と両立しない。
【００２０】
　特に、本発明に係るクロリンあるいはバクテリオクロリン類（例えば、１個または２個
のジヒドロピロール基を有するテトラピロール）である光増感剤の場合、無菌のナノ粒子
製剤および凍結乾燥に適したナノ粒子製剤を開発するのが難しいのは、上記システムは、
ナノ粒子の調製でよく用いられる操作条件で誘導される酸化及び光化学修飾に特に影響を
受けやすいからである（非特許文献６ないし８参照）。１個または２個のジヒドロピロー
ル基を有するクロリンあるいはバクテリオクロリン類のこれらの光増感剤は、それぞれポ
ルフィリンに応じてそれらの化学的および物理的な挙動に大きな違いがある（非特許文献
８および９参照）。
【００２１】
　光増感剤のためのキャリアとして用いられるＨＳＡ系ナノ粒子における既知の先行技術
は、ＨＳＡ系ナノ粒子の無菌化と凍結乾燥に関する問題に対処しておらず、研究された光
増感剤は、それらのより安定な化学構造のためにこの点においてほとんど問題にならない
。
【００２２】
　疎水性の光増感剤は、水に対する固有の低い溶解性のために、適切なキャリアを用いて
製剤化されることを必要とする。そのため、テトラピロール系光増感剤の新たな製剤が、
その体内での取り込みおよびバイオアベイラビリティを高めるために大いに求められてい
る。光増感剤（ＰＳ）の固有の特性のために、様々な種類の疾患の治療のためのＰＤＴの
使用が制限されている。それらの高い費用、ホスト生体内での広範囲の残留、皮膚におけ
るかなりの光毒性、血管内投与での実用性を低下させ、血栓塞栓性障害を惹起する生理溶
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液での低い溶解度、および標的に対する有効性の低下がそれらに含まれる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２３】
【特許文献１】欧州特許第００３３７６０１号明細書
【特許文献２】国際公開第０９／６１３５０４号
【特許文献３】国際公開第００／０６１５８４号
【特許文献４】国際公開第０１／２１１７４号
【特許文献５】米国特許第５９１６５９６号明細書
【特許文献６】国際公開第０３／０９７０９６号
【非特許文献】
【００２４】
【非特許文献１】N. P. Preatorius, T. K. Mandal, Engineered Nanoparticles in Canc
er Therapy, Recent Patents on Drug Delivery & Formulation, 2007, 1, 37-51
【非特許文献２】M. N. V. Ravi Kumar, Engineered Nanoparticles in Cancer Therapy,
 J. Pharm. Pharmaceut. Sci., 3, 234-258
【非特許文献３】K. Langer, et al., Int. J. Pharm., 2007, 347, 109-117
【非特許文献４】K. A. Athanasiou, et al., Biomaterials, 1996, 17, 93-102
【非特許文献５】C. Volland, et al., J. Contr. Rel., 1994, 31,293-305
【非特許文献６】Y. Hongying, et al., Dyes Pigm., 1999, 43, E09-117
【非特許文献７】C. Hadjur, et al., J. Photochem. Photobiol. B: Biology, 1998, 45
, 170-178
【非特許文献８】R. Bonnett, et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans., 2, 1999, 325-32
8
【非特許文献９】R. Bonnett, et al., J. Porphyrins Phthatocyanines, 2001, 5, 652-
661
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２５】
　本発明は、薬剤輸送システムとして、さらに非経口投与のために天然物で作製された医
薬に適合するナノ粒子を提供することによって、疎水性の光増感剤の製剤に見られる上記
の問題を解決する。また、本発明は、感光性が高く、疎水性の光増感剤のバイオアベイラ
ビリティ、安定性および溶解性を改良する方法を提供する。
【００２６】
　本発明の目的は、光力学的療法のための疎水性の光増感剤に適切なナノ粒子製剤の問題
に対処し、臨床業務における非経口投与に対する必要性を満たすことである。
【００２７】
　本発明の他の目的は、光力学的療法のための、生体適合性のＨＳＡ物質をベースにした
疎水性の光増感剤のナノ粒子医薬製剤を提供することである。
【００２８】
　本発明のさらに他の目的は、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）をベースにしたテトラピロ
ール類、すなわちクロリンおよびバクテリオクロリンである疎水性の光増感剤および安定
化剤、好ましくはグルタルアルデヒド、ホルムアルデヒドまたは熱処理に係るナノ粒子製
剤を提供することである。
【００２９】
　本発明のさらなる目的は、無菌化されたＨＳＡ系ナノ粒子を凍結乾燥し、必要なときに
水媒体で再構成することを可能にすることである。
【００３０】
　本発明のさらに他の目的は、光力学的療法においてＨＳＡをベースにしたナノ粒子光増
感剤製剤の使用方法を提供することである。



(8) JP 5972171 B2 2016.8.17

10

20

30

40

50

【課題を解決するための手段】
【００３１】
　簡潔に述べると、本発明は保存において安定な組成物と、疎水性の光増感剤、ヒト血清
アルブミン（ＨＳＡ）および安定化剤を含む光力学的療法のためのナノ粒子製剤系薬剤の
製造方法とを提供する。これらのナノ粒子製剤は、非経口投与に関して光増感剤（ＰＳ）
の治療上の有効量を提供する。特にテトラピロール誘導体が光増感剤として用いられ、そ
の有効性と安全性とが上記ナノ粒子製剤によって高められる。また、無菌条件下でのＨＳ
Ａ系ナノ粒子の調製方法が提供される。本発明に係る好ましい１つの実施の形態では、テ
モポルフィン、疎水性のＰＳが非経口投与のためのナノ粒子として製剤化される。当該製
剤は、過形成や腫瘍性疾患、炎症性疾患を治療するため、さらに具体的には、腫瘍細胞を
標的とするために有用である。
【００３２】
　添付する図面とともに以下の説明を読むことで、上記および他の目的、本発明の特徴と
利点が明らかになる。
【００３３】
　表１：５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリン
（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡナノ粒子の物理化学的特性（平均±標準偏差；ｎ＝６）
【００３４】
　表２：エタノール内および水溶液に０．７５％ならびに２．０％溶解ＨＳＡ存在下にお
けるｍＴＨＰＰを含有するＨＳＡナノ粒子の形態での蛍光寿命
【００３５】
　表３：エタノール内および水溶液に０．７５％および２．０％溶解ＨＳＡ存在下におけ
るｍＴＨＰＰを含有するＨＳＡナノ粒子の状態での一重項酸素の発生とローズベンガルの
三重項の定数
【００３６】
　表４：５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（ｍ
ＴＨＰＣ）を含有するＨＳＡナノ粒子の物理化学的特性（平均±標準偏差；ｎ＝３）
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】溶解したＨＳＡ濃度（０．７５％‐２．０％）に対する５，１０，１５，２０‐
テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）（○、平均±標準
偏差；ｎ＝６）および５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐
クロリン（ｍＴＨＰＣ）（●、平均±標準偏差；ｎ＝６）とインキュベートされたＨＳＡ
ナノ粒子の薬剤含有量である。
【図２】５から１０の範囲のｐＨ値に対する１．５％溶解ＨＳＡ存在下におけるｍＴＨＰ
Ｐ（○）およびｍＴＨＰＣ（●）を含有するＨＳＡナノ粒子の薬剤含有量。
【図３】薬剤吸着工程の間、３４．３％（Ｖ／Ｖ）エタノールに１．５％溶解ＨＳＡ存在
下で調製されたｍＴＨＰＰを含有するＨＳＡナノ粒子の透過電子顕微鏡画像である。
【図４】Ａ乃至Ｄは、光増感剤５，１０，１５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェ
ニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡ系ナノ粒子の細胞取り込みの解析
である。
【図５】Ａ乃至Ｄは、光増感剤５，１０，１５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェ
ニル）‐クロリン（ｍＴＨＰＣ）を含有するＨＳＡ系ナノ粒子の細胞取り込みの解析であ
る。
【図６】Ａ乃至Ｄは、各インキュベーション時間後の５つの異なる試料におけるＪｕｒｋ
ａｔ細胞に対する暗毒性と光毒性の影響である。
【図７】３μＭのｍＴＨＰＣ、および各インキュベーション時間後のＪｕｒｋａｔ細胞に
よる異なる濃度のｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡナノ粒子の細胞取り込みである。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
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　本発明は、非経口用途に適切な光増感剤に関するタンパク質系ナノ粒子医薬製剤を提供
する。タンパク質系ナノ粒子は、生物分解性で、毒性がなく、長期間安定で、非抗原性で
、かつ先行技術におけるポリマー系ナノ粒子と比較して細胞への取り込みを促進する。ま
た、それは、一般的には溶解性と安定性に問題がある疎水性の光増感剤であって、かつ特
に非経口投与に関して製剤化の主な障害となる、クロリンおよびバクテリオクロリンのよ
うな上記感光性の高い化合物のためのタンパク質系ナノ粒子を調製する適切な方法を提供
する。
【００３９】
　また、本発明は、好ましくは主としてクロリンおよびバクテリロクロリン類の群から選
択される光増感剤を用いた光増感剤含有ナノ粒子の医薬製剤の調製方法を提供する。また
、本発明に係る当該方法は、当技術分野で既知の他の多様な疎水性の光増感剤を用いるこ
とができる。
【００４０】
　その上、光力学的療法における臨床使用のためのＨＳＡナノ粒子をベースにした疎水性
の光増感剤製剤に関する使用方法が提供される。ナノ粒子系製剤は、静脈投与のために疎
水性の光増感剤を可溶化するために用いられる。その使用方法は、光増感剤を封入したナ
ノ粒子の投与と、標的組織における蓄積と、特有の波長の光による光増感剤の活性化とを
含む。投与は、好ましくは非経口手段、例えば、これに限定されないが静脈注射による。
極めて細い毛細管が５‐６μｍの範囲であるために、ナノ粒子には、他の投与システムよ
りも静脈投与が好ましい。
【００４１】
　ＨＳＡ系ナノ粒子医薬製剤の治療上の使用は、これらに限定されないが、皮膚疾患、眼
科疾患、泌尿器疾患および関節炎のような炎症疾患を含む。腫瘍組織、新生組織形成、過
形成および関連疾患の処置のための使用がより好ましい。
【００４２】
　光増感剤を含有するナノ粒子の調製に用いられる物質
　１．ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）：
　ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）は、ヒトの血漿中で最も豊富なタンパク質である。それ
は、可溶性で単量体である。ここで用いられるアルブミンは、ヒト由来のもの、あるいは
ヒト血清アルブミンの組み換え体（ｒＨＳＡ）が好ましい。ＨＳＡ、血漿タンパク質は、
ナノ粒子調製のために用いられる他の物質よりも、それらが生物分解性であって、決めら
れたサイズで調製することが容易である点で明らかに優れている。さらに、それらをリガ
ンドの結合および表面修飾に適するようにするチオール基、アミノ基およびカルボキシル
基のような反応基を、それらは保持できる。薬剤封入ＨＳＡは、プロテアーゼ酵素によっ
て容易に代謝され、薬剤の含有量が定量可能である。
【００４３】
　本発明での調製に用いられるＨＳＡは、シグマアルドリッチ社から入手することができ
る（アガロースゲルの電気泳動で９６‐９９％の純度）。製品は、ＨＩＶ I、ＨＩＶ II
、ＨＣＶおよびＨｂｓＡｇに陰性であることが確かめられた。タンパク質は、凍結乾燥状
態で提供された。
【００４４】
　２．光増感剤
　本発明で用いられる光増感剤は、好ましくは、クロリンおよびバクテリオクロリン類の
テトラピロール、すなわちそれぞれジヒドロ‐ポルフィリンおよびテトラヒドロ‐ポルフ
ィリンである。当該光増感剤は、天然物由来でも全合成によるものであってもよい。クロ
リン又はバクテリオクロリンの全合成は、はじめにポルフィリンの合成、続いてそれをク
ロリンおよびバクテリオクロリン系に変換することによって行われる。
【００４５】
　本発明で用いられるクロリンおよびバクテリオクロリンは、好ましくは次の構造を有す
る。
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【化１】

　ここで、
　Ｒ１は、ＨまたはＯＨである。
　Ｒ２からＲ５は、‐ＯＨ、‐ＣＯＯＨ、‐ＮＨ２、‐ＣＯＯＸ、‐ＮＨＸ、ＯＸ、‐Ｎ
Ｈ‐Ｙ‐ＣＯＯＨまたは‐ＣＯ‐Ｙ‐ＮＨ２からなる置換基の群から互いに独立して選択
され、フェニル環のメタ‐、パラ‐位のいずれかにおける置換基である。
　このとき、
　Ｘは、ｎ＝１‐３０の（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎＣＨ３を有するポリエチレングリコール残
基あるいは炭水化物基である。
　Ｙは、ｎ＝１‐３０のペプチドまたはオリゴペプチドである。
　環Ｄは、次の構造を有する。

【化２】

【００４６】
　本発明におけるナノ粒子で製剤化されるのに特に好ましいクロリンは、この構造を有す
る。
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【化３】

【００４７】
　以下で開示される方法によって調製されたナノ粒子は、予測可能なサイズと均一性（サ
イズのぱらつきにおいて）を有する。ナノ粒子は、無菌製造工程で調製される。好ましく
は、ＨＳＡ系ナノ粒子は、直径５００ｎｍ未満の平均サイズを有する。用語「直径」は、
ナノ粒子が必ず球形状であることを意味するのではない。当該用語は、ナノ粒子のだいた
いの平均幅を意味する。
【００４８】
　ナノ粒子は、臨床使用のためにあらゆる毒性物質を含んではならず、このため、通常、
ナノ粒子は、オートクレーブ、エチレンオキシドの使用およびガンマ線照射のような当技
術分野で既知の様々な手段で無菌化される。しかし、これらの従来の無菌化の方法は、本
発明の光増感剤製剤に適合しない。このように化学的および熱的に反応性のある物質に対
する１つの選択肢は、決められたサイズの膜フィルターを通す無菌ろ過である。本発明で
は、医療用途に応じて、ナノ粒子が完全な無菌条件下で調製される。
【００４９】
　本発明に係る特に好ましい実施の形態では、ＨＳＡ系ナノ粒子は、５００ｎｍ未満の平
均粒子サイズであって、光増感剤はテモポルフィン、５，１０，１５，２０‐テトラキス
（３‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（ｍＴＨＰＣ）である。本発明に係る他の実施の
形態では、ＨＳＡ系ナノ粒子は、５００ｎｍ未満の平均粒子サイズであって、光増感剤は
２，３‐ジヒドロキシ‐５，１０，１５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）
‐クロリン（ｍＴＨＰＤ‐ＯＨ）である。本発明に係るさらに他の実施の形態では、５，
１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ
）が光増感剤として用いられる。
【００５０】
　本発明のナノ粒子は、保存上の安定性を改良するために脱水されてもよい。脱水の好ま
しい方法は、凍結乾燥か凍結真空乾燥である。凍結乾燥の間および水媒体での再構成の間
の安定性を改良するために、添加剤として凍結乾燥保護剤が任意に用いられてもよい（An
horn, M.G., Mahler, H.-C., Langer, K., Freeze-drying of human serum albumin (HSA
)-nanoparticles with different excipients. Int. J. Pharm. 2008, 363, 162-169）。
【００５１】
　本発明に係るＨＳＡ系ナノ粒子は、脱溶媒和法で調製された。原理上は、ＨＳＡ水溶液
のタンパク質脱溶媒和は、エタノール、メタノール、イソプロパノールおよび（または）
アセトンのような親水性の有機溶媒の調節された添加によって誘導される。別の方法とし
て、濃縮されたポリエチレングリコール溶液（水に≧２０％；好ましい実施の形態では４
０％）の添加が脱溶媒和のために用いられる。得られたナノ粒子は、熱処理または二官能
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性アルデヒド（すなわちグルタルアルデヒド）かホルムアルデヒドで安定化された。
【００５２】
　前もって形成されたナノ粒子への光増感剤の吸着は、溶解アルブミンの存在下で実行さ
れた。薬剤含有ナノ粒子は、これらに限定されないがグルコース、トレハロース、スクロ
ース、ソルビトールおよびマンニトール等を含む抗凍結剤の存在下で凍結乾燥される。
【００５３】
　本発明における光増感剤の治療上の有効濃度は、１ｍｇのＨＳＡナノ粒子に対し約１０
から５０μｇであって、これは水に懸濁した際の５‐２５ｍｇ／ｍｌ、特に８ｍｇ／ｍｌ
の粒子含量に相当する。ＨＳＡナノ粒子への薬剤の取り込みは、光増感剤の存在下、脱溶
媒和剤としてポリエチレングリコールを使用したＨＳＡの脱溶媒和によって行われる。ナ
ノ粒子調製の全工程は、無菌状態下で行われた。
【００５４】
　本発明は以下の実施例によってさらに説明されるが、これらに限定されない。
【００５５】
　実施例１ａ：
　光増感剤５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリ
ン（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡ系ナノ粒子の調製と特徴付け；粒子表面への吸着結合
（表１参照）
　ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）系ナノ粒子が脱溶媒和法で調製された。原理上、１００
ｍｇのＨＳＡが１ｍｌの１０ｍＭ塩化ナトリウム溶液に溶解された。ｐＨは８に調製され
、溶液が０．２２μｍのろ過器（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ社、ダ
ッセル、ドイツ）を通して事前にろ過された。このろ過処理は、基本的に全ての細菌を除
去するのに十分である。ナノ粒子は、室温で攪拌しながら（３８０ｒｐｍ）、４．０ｍｌ
のエタノールを持続的に添加することで形成された。エタノールの決められた量が１ｍｌ
／分の速度でポンプ装置（Ｉｓｍａｔｅｃ　ＩＰＮ社、グラットブルグ、スイス）を用い
て添加される。タンパク質の脱溶媒和の終了後、化学的架橋によって得られるタンパク質
ナノ粒子を安定化させるために５７．７６μＬの８％グルタルアルデヒド水溶液が添加さ
れた。用いられたグルタルアルデヒドの濃度は、１００ｍｇのＨＳＡにおけるアミノ基が
化学量論的に１００％架橋する量に相当する。次に、粒子が１時間攪拌され、１０分間、
２０，８１７×ｇでの遠心分離を３回行うことで精製され、沈殿が１．０ｍｌの水に再拡
散された。再拡散工程は、超音波浴で５分間行われた。ナノ粒子の量は、微小重力で決定
され、１５．０ｍｇ／ｍｌに合わされた。
【００５６】
　薬剤の付加
　典型的には、１００ｍｇのＨＳＡが１ｍｌの１０ｍＭ塩化ナトリウム溶液に溶解された
。ｐＨは８．０に滴定され、当該溶液は０．２２μｍのろ過器（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　
ａｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ社、ダッセル、ドイツ）に通された。３３０．０μＬの精製され
たＨＳＡナノ粒子懸濁液（１５ｍｇ／ｍｌ）に対して、５６．３、７５．０、９３．８、
１１２．５、１３１．３および１５０．０μＬ（０．７５‐２．０％）の得られたＨＳＡ
水溶液がそれぞれ加えられた。図１は、システムにおいて溶解されたＨＳＡの濃度に対す
るＨＳＡ系ナノ粒子の薬剤含有量を示す。懸濁液は、精製水で５００．０μＬに合わされ
、続けて１１２．５μＬの保存されていたｍＴＨＰＰエタノール溶液（９６％エタノール
（Ｖ／Ｖ）、１ｍｇ／ｍｌ）および１３７．５μＬの９６％エタノール（Ｖ／Ｖ）が添加
された。インキュベーションが５から１０のｐＨ値で行われた（図２参照）。試料は、持
続的に振とうしながら（１５℃、６６０ｒｐｍ）、２時間インキュベーションされた。１
５℃で１０分間、２０，８１７×ｇで繰り返し遠心分離することで粒子が精製され、５分
間の超音波浴内で１ｍｌの水に再拡散された。図２には、５から１０の範囲のｐＨ値に対
する、１．５％の溶解ＨＳＡの存在下でｍＴＨＰＰ（○）とｍＴＨＰＣ（●）を含有する
ＨＳＡ系ナノ粒子の薬剤含有量が示された（平均±標準偏差；ｎ＝３）。ＨＳＡ系ナノ粒
子の薬剤含有量がＨＳＡの濃度とそのｐＨに依存することを、図１および２は示す。ｐＨ
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値は、薬剤の付加に影響を与える。
【００５７】
　粒子調製に用いられる全ての溶液は、殺菌され、細孔サイズが０．２２μｍの膜を通し
て事前にろ過された。用いられた全ての器具が２０分間以上、１２１℃でオートクレーブ
された。粒子調製の全ての操作工程が層流キャビネット内で行われた。このため、本発明
のＨＳＡ系ナノ粒子は、治療上用いられる無菌のナノ粒子の製造を保証する完全な無菌状
態下で製剤化された。
【００５８】
　平均粒子サイズと多分散性がＺｅｔａｓｉｚｅｒ　３００ＨＳＡ（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉ
ｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社、マルバーン、英国）を用いた光子相関分光法によって測定され
た。ナノ粒子の量は、微小重力で決定された。粒子の形態は、透過電子顕微鏡法（ＴＥＭ
）で決定された。図３は、薬剤吸着工程において１．５％溶解ＨＳＡの存在下の３４．３
％（Ｖ／Ｖ）エタノールで調製されたｍＴＨＰＰ含有ＨＳＡナノ粒子のＴＥＭによって撮
像された画像を示す。
【００５９】
　間接的な定量方法：ナノ粒子の上清中で結合してない薬剤の分光光度定量後にナノ粒子
のｍＴＨＰＰ含有量が算出された。
【００６０】
　直接的な定量方法：１０ｍｇのペプシンが１ｍｌの１％ギ酸水溶液に溶解された。光増
感剤含有ＨＳＡナノ粒子１．０ｍｇを含む分割量が２５０μＬのペプシン溶液に加えられ
た。混合物は、精製水で５００．０μＬに調製された。試料は、持続的な振とう下で２時
間インキュベートされた。インキュベーション後、１．０ｍｌの９６％エタノール（Ｖ／
Ｖ）が添加され、溶液が遠心分離された（１５℃、２０，８１７×ｇ、３０分）。８００
．０μｌの上清に、２００μＬの５０ｍＭ重炭酸塩バッファー（ｐＨ＝９）が添加された
。精製されたナノ粒子に付着した光増感剤の量を決定するために、溶液がｍＴＨＰＰに関
して５１２ｎｍ（ｍＴＨＰＣの場合は５１７ｎｍ）で光度的に測定された。
【００６１】
　次のプロトコールに従って、ナノ粒子の凍結乾燥が実行される。
　凍結乾燥工程において、トレハロースが３％（ｍ／Ｖ）の濃度でナノ粒子試料に添加さ
れた。試料は、凍結乾燥機に移され、装置内温度が１℃／分の速度で５℃から－４０℃に
下げられた。圧力は、０．０８ｍｂａｒに設定された。これらのパラメータは、６時間維
持された。０．５℃／分で－４０℃から－２５℃まで温度を上昇させることによって、一
次乾燥が終了した。圧力は変化させずに維持された。一次乾燥の熱傾斜の終了時点で、圧
力上昇試験（ＰＲＴ）が実行された。一次乾燥の終了に伴い、０．２℃／分で２５℃まで
温度を上昇させることで二次乾燥が行われた。この温度は、圧力６０ｍＴ（＝０．０８ｍ
ｂａｒ）で６時間維持された。
【００６２】
　ナノ粒子の無菌化は、欧州薬局方の研究論文２．６．１「無菌」に従って確認された。
無菌試験は、当該研究論文に記載されているように直接接種法によって行われた。
【００６３】
　表１は、上記方法を用いて調製された５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロ
キシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡナノ粒子の物理化学的特
性を示す（平均±標準偏差、ｎ＝６）。
【表１】

【００６４】
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　表２は、上記の方法を用いて調製された５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒド
ロキシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡナノ粒子の蛍光寿命を
示す。調製は、それぞれ０．７５％および２．０％溶解ＨＳＡの存在下で行われた。最長
の成分τ３は、８．２ｎｓであって、これは、ｍＴＨＰＰ単量体（９．６ｎｓ）のそれに
近い。このように寿命がわずかに短くなることは、大きな分子に付着した光増感剤におい
て報告されており、例えば、デンドリマーと組み合わされたフェオフォルバイドである。
τ３の大きさは、ｍＴＨＰＰを含有するＨＳＡナノ粒子の蛍光強度の合計の４０％を超え
た。同時に、２．１‐２．３ｎｓの減衰時間τ２は、約２５％の大きさを示す。最短の寿
命τ4（０．３５ｎｓ）は、全体の蛍光シグナルに対して３２．９％寄与している。
【表２】

【００６５】
　表３は、対照となるローズベンガルと光増感剤を含有するＨＳＡナノ粒子調製物によっ
て発生した三重項状態および一重項酸素の寿命を示す。ローズベンガルは、Ｒｅｄｍｏｎ
ｄらによって以前記載されたように（１９９９）、寿命と量子収量とを示す。ナノ粒子の
量子収量は両方の調製物について減少を示したが、活性酸素種の寿命の増加が見られた。
一重項酸素の寿命の増加は、光増感剤が単量体の状態で保たれていることを示唆している
。ナノ粒子の表面の低酸素環境のせいで、量子収量の低下が予想された。ＨＳＡナノ粒子
の分解および光増感剤の放出後に一重項酸素の発生が増加することが考えられる。
【表３】

【００６６】
　実施例１ｂ
　光増感剤ｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡ系ナノ粒子の調製と特徴付け；粒子表面への吸着
結合（表４）
　ｍＴＨＰＰの代わりにｍＴＨＰＣを用いたことを除いてナノ粒子が実施例１ａに従って
調製された。
【００６７】
　ｍＴＨＰＣを含有するナノ粒子が実施例１ａで記載されたように特徴付けられた。表４
は、５，１０，１５，２０‐テトラキス（ｍ‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（ｍＴＨ
ＰＣ）を含有するＨＳＡナノ粒子の物理化学的特性を示す（平均±標準偏差、ｎ＝３）。
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【表４】

【００６８】
　実施例１ｃ
　光増感剤ｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡ系ナノ粒子の調製と特徴付け；封入結合
　ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）系ナノ粒子が、脱溶媒和剤としてポリエチレングリコー
ルを用いた脱溶媒和法によって調製された。原理上、９０ｍｇのＨＳＡが０．９ｍｌの１
０ｍＭ塩化ナトリウム溶液に溶解された。ｐＨは６‐８に調製され、溶液が０．２２μｍ
ろ過器（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ社、ダッセル、ドイツ）を通し
てろ過された。ｍＴＨＰＣは、３、７．５および１５ｍｇ／ｍｌのｍＴＨＰＣを含む０．
１ｍｌのエタノール溶液の状態でそれぞれ添加された。１５分間のインキュベーションの
後、ナノ粒子は、室温で攪拌しながら（４００‐５００ｒｐｍ）、４．０ｍｌのポリエチ
レングリコール（ＰＥＧ４０００）水溶液を持続的に添加することで形成された。エタノ
ールの決められた量が１ｍｌ／分の速度でポンプ装置（Ｉｓｍａｔｅｃ　ＩＰＮ社、グラ
ットブルグ、スイス）を用いて添加される。タンパク質の脱溶媒和の終了後、化学的架橋
によって得られるタンパク質ナノ粒子を安定化させるために７８μＬ（または、それぞれ
１０４および１８２μｌ）の８％グルタルアルデヒド水溶液が添加された。用いられたグ
ルタルアルデヒドの濃度は、９０ｍｇのＨＳＡにおけるアミノ基が化学量論的に１５０％
（または、それぞれ２００％および３５０％）架橋する量に相当する。粒子が３時間攪拌
され、１０分間、２０，８１７×ｇでの遠心分離を３回行うことで精製され、超音波浴（
５分）で１．０ｍｌの水に再拡散された。ナノ粒子の量は、微小重力で決定され、１５．
０ｍｇ／ｍｌに調製された。
【００６９】
　粒子調製に用いられる全ての溶液は、殺菌され、細孔サイズが０．２２μｍの膜を通し
てろ過された。用いられた全ての道具が２０分間以上、１２１℃でオートクレーブされた
。粒子調製の全ての操作工程が層流キャビネット内で行われた。
【００７０】
　ｍＴＨＰＣを含有するナノ粒子が実施例１ａに記載されたように特徴付けされた。
【００７１】
　実施例２ａ
　光増感剤５，１０，１５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリ
ン（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡ系ナノ粒子の細胞取り込みの解析（図４Ａ‐Ｄ）
　ＨＳＡ系ナノ粒子の細胞取り込みと細胞内分布を解析するために、共焦点レーザー走査
顕微鏡法が用いられた。ＤｉＦｉ細胞がガラススライド（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ社）上で培養され、３７℃で４時間、ナノ粒子製剤とインキュベーションされた。続
いて、細胞がＰＢＳで２回洗浄され、コンカナバリンＡ　ＡｌｅｘＦｌｕｏｒ３５０（５
０μｇ／ｍｌ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、カルルスルーエ）によって膜が２分間染色され
た。細胞は、０．４％パラホルムアルデヒドで６分間固定された。固定後、細胞は洗浄さ
れ、次にＶｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ　ＨａｒｄＳｅｔ　Ｍｏｕｎｔｉｎｇ培地（Ａｘｘｏｒ
ａ社、グルンベルグ）に組み込まれた。顕微鏡解析は、５１０　ＮＬＯ　Ｍｅｔａ装置（
Ｚｅｉｓｓ社、イェナ）、カメレオンフェムト秒あるいはアルゴンイオンレーザーおよび
ＬＳＭ　Ｉｍａｇｅ　Ｅｘａｍｉｎｅｒソフトウェアを備えるＡｘｉｏｖｅｒｔ　２００
Ｍ顕微鏡で行われた。ＨＳＡ系ナノ粒子の緑色自己蛍光と光増感剤５，１０，１５，２０
‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）の赤色自己蛍光
が分布の決定に利用された。
【００７２】
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　図４‐Ｄは、共焦点レーザー走査顕微鏡法によって調べられた５，１０，１５，２０‐
テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）を含有するＨＳＡ
系ナノ粒子（０．７５および２．００％溶解ＨＳＡ）の細胞取り込みおよび細胞内分布を
示す。ＤｉＦｉ細胞は、ガラススライド上で培養され、ナノ粒子と３７℃で４時間インキ
ュベートされた。光増感剤ｍＴＨＰＰの赤色自己蛍光とナノ粒子の緑色増感剤とが用いら
れた。写真は、細胞の内側部分を撮像したものである。図４Ａ‐Ｂは、ｍＴＨＰＰを含有
するＨＳＡナノ粒子（０．７５％溶解ＨＳＡ）と細胞のインキュベーションである。図４
Ｃ‐Ｄは、ｍＴＨＰＰを含有するＨＳＡナノ粒子（２．００％溶解ＨＳＡ）と細胞のイン
キュベーションである。図４Ａおよび図４Ｃは、緑色ナノ粒子のチャネルを示し、図４Ｂ
および図４Ｄは、赤色光増感剤のチャネルを示す。スケールバーは２０μｍである。
【００７３】
　実施例２ｂ
　光増感剤５，１０，１５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（
ｍＴＨＰＣ）を含有するＨＳＡ系ナノ粒子の、それぞれ細胞取り込みおよび細胞吸着（図
５Ａ‐Ｄ）
　図５Ａ‐Ｄは、共焦点レーザー走査顕微鏡法によって調べられた光増感剤５，１０，１
５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（ｍＴＨＰＣ）を含有する
ＨＳＡ系ナノ粒子（０．７５％および２．００％溶解ＨＳＡ）の細胞取り込み／吸着およ
び細胞内分布を示す。ＤｉＦｉ細胞は、ガラススライド上で培養され、３７℃で４時間、
ナノ粒子とインキュベーションされた。光増感剤（ｍＴＨＰＣ）の赤色自己蛍光及びナノ
粒子の緑色自己蛍光が使用された。写真は、細胞の内側部分を撮像したものである。図５
Ａ‐Ｂは、ｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡナノ粒子（０．７５％溶解ＨＳＡ）と細胞のイン
キュベーションである。図５Ｃ‐Ｄは、ｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡナノ粒子（２．００
％溶解ＨＳＡ）と細胞のインキュベーションである。図５Ａおよび図５Ｃは、緑色ナノ粒
子のチャネルを示し、図５Ｂおよび図５Ｄは、赤色光増感剤のチャネルを示す。スケール
バーは２０μｍである。
【００７４】
　ＨＳＡ‐ｍＴＨＰＰの代わりにＨＳＡ‐ｍＴＨＰＣが用いられたことを除いて試料が実
施例２ａに従って調製された。
【００７５】
　実施例３
　光増感剤を含有したナノ粒子の細胞取り込みおよび光力学活性
　ｍＴＨＰＣ‐ＨＳＡ‐ナノ粒子の細胞取り込みおよび光毒性：
　当該ナノ粒子製剤の細胞取り込みおよび光毒性が、ＲＰＭＩ１６４０培地で培養された
Ｊｕｒｋａｔ細胞懸濁液を用いて調べられた。全ての細胞は、３μＭのｍＴＨＰＣおよび
ｍＴＨＰＣを含有した異なる濃度のＨＳＡ系ナノ粒子とともに設定された時間（１時間、
３時間、５時間、２４時間）インキュベートされた。ＨＳＡ濃度が異なるＨＳＡ系ナノ粒
子が、細胞懸濁液の細胞取り込みおよび光毒性の影響を調べるために用いられた。
【００７６】
　３つの異なる濃度のＨＳＡを有するｍＴＨＰＣ‐ＨＳＡ系ナノ粒子の各試料：
　１．　グルタルアルデヒドで架橋されている４０％のＨＳＡ
　２．　グルタルアルデヒドで架橋されている１００％のＨＳＡ
　３．　グルタルアルデヒドで架橋されている２００％のＨＳＡ
　Ｊｕｒｋａｔ細胞の懸濁液が次の５つの試料とインキュベートされた。
　１．　対照：光増感剤を細胞に加えない
　２．　３μＭのｍＴＨＰＣのみ
　３．　４０％のＨＳＡ‐ｍＴＨＰＣ系ナノ粒子
　４．　１００％のＨＳＡ‐ｍＴＨＰＣ系ナノ粒子
　５．　２００％のＨＳＡ‐ｍＴＨＰＣ系ナノ粒子
【００７７】



(17) JP 5972171 B2 2016.8.17

10

20

30

40

50

　光毒性
　細胞に対する光毒性の影響を調べるために、上記５つの試料とインキュベートされたＪ
ｕｒｋａｔ細胞懸濁液が２分間、６６０ｎｍで２９０ｍＪ／ｃｍ２の光量で照射された（
ＬＥＤを用いて）。
【００７８】
　トリパンブルー試験が壊死細胞を評価するために用いられ、アポトーシス細胞は、その
細胞形状（アポトーシス性のブレブ形成）の変化によって検出された。
【００７９】
　図６Ａ‐Ｄは、各インキュベーション時間後の５つの異なる試料でのＪｕｒｋａｔ細胞
に対する暗毒性および光毒性の影響を示す。
【００８０】
　図６Ａは、試料について観察された暗毒性を示し、それは、ほとんどゼロであり、ＨＳ
Ａ系ナノ粒子による毒性の影響はないことを示すことが明らかになった。それぞれの場合
においてＪｕｒｋａｔ細胞は５つの試料でインキュベートされた。暗室で１時間、３時間
、５時間および２４時間のインキュベーション後に各試料の分割量が調べられた。トリパ
ンブルー試験が壊死細胞を評価するために用いられ、アポトーシス細胞は、その細胞形状
（アポトーシス性のブレブ形成）の変化によって検出された。ほとんど、あるいは全く影
響がないことがわかった。言い換えると、用いられたｍＴＨＰＣの濃度において暗毒性は
見られなかった。
【００８１】
　他方では、図６Ｂ、６Ｃ、６Ｄは、光毒性の影響による細胞に対するアポトーシスおよ
びネクローシスへの効果を、個別におよび一緒に示す。図６Ｂに対して、図６Ｃはアポト
ーシスの割合を示し、図６Ｄはインキュベーションした培地でのネクローシス割合を個別
に示す。図６Ａ‐Ｄの各対照試料は、光増感剤なしでインキュベートされ、放射された細
胞を示す。細胞は、ＬＥＤを用いて、暴露時間１２０秒、２９０ｍＪ／ｃｍ２の光量にお
いて６６０ｎｍで照射された。この実験は、２回繰り返され、各測定で細胞数は、光暴露
後２時間で平均を得るために３回計数された。エラーバーは、６回の測定（ｎ＝６）の標
準偏差を示す。図６Ｃおよび図６Ｄは、上記のような異なるインキュベーション時間後に
５つの試料でインキュベーションされた場合の、光毒性による細胞に対するアポトーシス
およびネクローシスへの効果をそれぞれ示す。ＰＤＴで用いられたとき、本発明に係る製
剤は、高い程度のアポトーシス‐長引く、穏やかな細胞死の種類および低い程度のネクロ
ーシス‐高い免疫系応答を伴うが腫瘍の回復を低濃度で妨げるのに求められる細胞死の種
類を開始させることが見出された。
【００８２】
　ｍＴＨＰＣおよびｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡナノ粒子の細胞取り込みの定量
　細胞成長培地（ＲＰＭＩ１６４０）において、Ｊｕｒｋａｔ細胞懸濁液が、３μＭのｍ
ＴＨＰＣおよび３μＭのｍＴＨＰＣ系ナノ粒子を封入した異なる濃度のＨＳＡと、１時間
、３時間、５時間、２４時間インキュベートされた。インキュベーション後、細胞は計数
され（血球計を用いて）、リン酸緩衝溶液（ＰＢＳ、４００×ｇ、３分、２回）で洗浄さ
れ、細胞沈殿物が保存され、細胞膜を破壊するために－２０℃で一晩、凍結された。超音
波を用いて（５分より長く）、これらの細胞からｍＴＨＰＣがエタノールに抽出された。
エタノール抽出におけるｍＴＨＰＣの濃度は、標準的な蛍光系を用いて蛍光強度を介して
決定された。細胞内濃度の計算のために、細胞の直径が１０μｍであると想定された。
【００８３】
　図７は、３μＭのｍＴＨＰＣ、および異なるｍＴＨＰＣを含有するＨＳＡナノ粒子の、
各インキュベーション時間後のＪｕｒｋａｔ細胞による細胞取り込みを示す。この実験は
、２回繰り返され、各測定で細胞数は平均を得るために３回計数された。エラーバーは、
６回の測定（ｎ＝６）の標準偏差を示す。
【００８４】
　本発明に係る好ましい実施の形態が添付された図面を参照することで説明され、本発明
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ら逸脱することなく、当業者が改変および改良できることが理解される。
【００８５】
　（関連出願の相互参照）
　本願は、２００９年１２月１１日にＫｌａｕｓ　Ｌａｎｇｅｒらによって出願された「
光力学的療法（ＰＤＴ）のためのヒト血清アルブミンをベースにしたナノ粒子キャリアシ
ステム」というタイトルの米国仮出願番号第６１／２８５，９０２号の利益と優先権とを
主張し、本願で参照することにより組み込まれる。
　（付記）
　（付記１）
　直径５００ｎｍ未満の範囲のヒト血清アルブミン系ナノ粒子と、
　治療上有効量のテトラピロール系の疎水性光増感剤と、
　安定化剤と、
　を含み、
　前記光増感剤は、
　式Ａのクロリン又はバクテリオクロリン誘導体であって、
【化４】

　ここで、
　Ｒ１は、ＨまたはＯＨであって、
　Ｒ２からＲ５は、‐ＯＨ、‐ＣＯＯＨ、‐ＮＨ２、‐ＣＯＯＸ、‐ＮＨＸ、ＯＸ、‐Ｎ
Ｈ‐Ｙ‐ＣＯＯＨまたは‐ＣＯ‐Ｙ‐ＮＨ２からなる置換基の群から互いに独立して選択
され、フェニル環のメタ‐、パラ‐位のいずれかにおける置換基であって、
　このとき、
　Ｘは、ｎ＝１‐３０の（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎＣＨ３を有するポリエチレングリコール残
基あるいは炭水化物基であって、
　Ｙは、ｎ＝１‐３０のペプチドまたはオリゴペプチドであって、
　環Ｄは、次の構造を有し、
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【化５】

　前記安定化剤は、
　グルタルアルデヒド、ホルムアルデヒドおよびこれらの組み合わせを含む標準的な安定
剤の群から選択される、
　光力学的療法における臨床使用のためのナノ粒子医薬製剤。
　（付記２）
　前記光増感剤の治療上有効な濃度は、
　ＨＳＡナノ粒子ｍｇあたり１０から５０μｇで可変であって、水懸濁液において５‐２
５ｍｇ／ｍｌの粒子量に相当する、
　ことを特徴とする付記１に記載のナノ粒子医薬製剤。
　（付記３）
　前記光増感剤は、
　テモポルフィン（ｍＴＨＰＣ）、２，３‐ジヒドロキシ‐５，１０，１５，２０‐テト
ラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐クロリン（ｍＴＨＰＤ‐ＯＨ）または５，１０，１
５，２０‐テトラキス（３‐ヒドロキシフェニル）‐ポルフィリン（ｍＴＨＰＰ）である
、
　ことを特徴とする付記１に記載のナノ粒子医薬製剤。
　（付記４）
　前記薬剤含有ナノ粒子は、
　グルコース、トレハロース、スクロース、ソルビトール、マンニトールおよびこれらの
組み合わせの群から選択される抗凍結剤の存在下で凍結乾燥される、
　ことを特徴とする付記１に記載のナノ粒子医薬製剤。
　（付記５）
　好ましくは、静脈注射を含む非経口手段によって投与される、
　ことを特徴とする付記１に記載のナノ粒子医薬製剤。
　（付記６）
　ａ．塩化ナトリウムを含むヒト血清アルブミン水溶液のタンパク質を脱溶媒和し、ｐＨ
を調整するステップと、
　ｂ．ろ過器を通して前記溶液をろ過するステップと、
　ｃ．得られたナノ粒子を安定化させ、精製するステップと、
　ｄ．粒子表面への吸着結合、封入結合およびこれらの組み合わせによって光増感剤を付
加するステップと、
　を含む、
　付記１に記載のナノ粒子医薬製剤の無菌条件下での調製方法。
　（付記７）
　前記タンパク質の脱溶媒和のステップは、
　エタノール、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの組み合わせの群
から選択される親水性の有機溶媒の調節された添加を含む、
　ことを特徴とする付記６に記載の調製方法。
　（付記８）
　前記タンパク質の脱溶媒和のステップは、
　濃縮されたポリエチレングリコール溶液の添加を含む、
　ことを特徴とする付記６に記載の調製方法。
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　（付記９）
　前記安定化するステップは、
　少なくとも１つの熱処理、および少なくとも１つの安定化剤を用いる、
　ことを特徴とする付記６に記載の調製方法。
　（付記１０）
　付記１に記載のナノ粒子医薬製剤の光力学的療法における使用。
　（付記１１）
　前記光力学的療法は、
　腫瘍、腫瘍性疾患および関連する疾患に対するものである、
　ことを特徴とする付記１０に記載のナノ粒子医薬製剤の光力学的療法における使用。
　（付記１２）
　前記光力学的療法は、
　皮膚疾患、眼科疾患および泌尿器疾患および関連する疾患に対するものである、
　ことを特徴とする付記１０に記載のナノ粒子医薬製剤の光力学的療法における使用。
　（付記１３）
　前記光力学的療法は、
　関節炎、細菌に感染した組織の類似する炎症疾患および関連する疾患に対するものであ
る、
　ことを特徴とする付記１０に記載のナノ粒子医薬製剤の光力学的療法における使用。

【図１】 【図２】

【図３】
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